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učinka u  suzbijanju  korova  tijekom  vegetacijske  sezone. Budući da osigurava 
zaštitu  usjeva  od  korova  tijekom  duljeg  vremena,  rezidualnost  smatramo 





premještanje  aktivne  tvari  s  mjesta  primjene.  Među  najvažnijim  takvim 
činiteljima  jesu  fizikalno‐kemijska  svojstva herbicida,  svojstva  tla  (sadržaj  i  tip 
koloida  tla,  pH  i  prisutne  populacije  mikroorganizama)  i  vremenske  prilike 
(temperatura  i  vlažnost).  Ti  činitelji,  izravno  ili  neizravno,  a  najčešće  u 
interakciji,  utječu  na  ponašanje  herbicida  u  tlu.  Kad  postoji  sumnja  da  bi 
rezidue  nekog  herbicida  mogle  oštetiti  iduću  kulturu  u  plodoredu,  dva  su 
načina  s pomoću kojih  se može predvidjeti  ta opasnost: kemijskom analizom 
uzoraka  tla  ili metodom  biotesta.  Kvantitativna  analiza  uglavnom  se  provodi 
kemijskim metodama,  a  biološko  testiranje  provodi  se mjerenjem  biološkog 
odgovora biljke na prisutnost herbicida. Glavne prednosti biotesta nad skupim 
kemijskim  analizama  jesu  jednostavnost  izvođenja,  reproduktivost  i  niska 
cijena. Osim toga, primjenom biotesta dobiva se pouzdan odgovor o ostatcima 






Perzistentnost  (postojanost)  je  svojstvo  prvenstveno  zemljišnih  herbicida, 
odnosno onih herbicida koji se primjenjuju na tlo (prije sjetve ili nakon sjetve, a 
prije  nicanja).    Od  takvih  herbicida  upravo  se  i  traži  da  imaju  rezidualno 
(produženo) djelovanje, odnosno da osiguravaju zaštitu usjeva od korova kroz 
određeno razdoblje. Idealno bi bilo kad bi djelotvornost iskazivali samo tijekom 
kritičnog  razdoblja  zakorovljenosti  kulture,  no  u  praksi  često  nije  tako.  Vrlo 
često  herbicidi  s  naglašenim  perzistentnim  djelovanjem  ostavljaju  aktivne 
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Neke  od  posljedica  jesu  štetno  djelovanje  na  osjetljive  kulture  u  plodoredu, 
sužavanje plodoreda, ograničavanje  izbora herbicida, negativno djelovanje na 
mikroorganizme  u  tlu  i  brojne  druge.  Perzistentnost  herbicida  ovisi  o  vrlo 
kompleksnoj  interakciji  svojstava  tla,  vremenskih  prilika  i  fizikalno‐kemijskih 
svojstava  herbicida  (Ostojić,  1989).  Imajući  to  u  vidu,  sasvim  je  jasno  da  je 
perzistentnost  svojstvo  koje  za  isti herbicid nema  iste  vrijednosti u  različitim 
pedo‐klimatskim uvjetima,  a ni  za  različite herbicide u  istim pedo‐klimatskim 
uvjetima.  S  obzirom  na  veliki  broj  i  interakciju  čimbenika  koji  određuju 
perzistentnost  nekog  herbicida,  može  se  dogoditi  da  se  fitotoksični  učinak 
rezidua  herbicida  pojavi  i  kad  se  poštuju  ograničenja  plodoreda.  Provjera 
mogućnosti sjetve neke kulture nakon primjene rezidualnog herbicida može se 
obaviti  primjenom  instrumentalnih  (analitičkih) metoda  i metodom  biotesta. 
Analitičke  metode  (plinska  kromatografija,  tankoslojna  kromatografija, 
imunološki  testovi  i dr.) omogućavaju dobivanje kvantitativnih, vrlo preciznih 
rezultata o stanju rezidua pojedinog herbicida u tlu, ali ne daju odgovor na to 
kolika  je njihova dostupnost biljkama. Osim  toga,  te su metode, u odnosu na 
biotest,  skuplje,  priprema  uzoraka  tla  za  analizu  traje  dulje,  a  u  nekim 
slučajevima  nisu  dovoljno  osjetljive  za  detekciju  niskih  preostalih  količina 
određenoga herbicida (Zhao i sur., 2006). Prema Beyer i sur. (1988), biotest je 
praktično  jedina  metoda  koja  daje  uvid  o  utjecaju  edafskih  i  klimatskih 
čimbenika  na  ponašanje  herbicida  u  tlu  i  o  njegovoj  dostupnosti  biljkama. 
  U  radu  će  biti  prikazane  mogućnosti  i  uvjeti  provedbe  te  prednosti  i 






aktivnom  obliku  u  tlu.  To  je  razdoblje  u  kojem  određeni  herbicid  iskazuje 
rezidualno  djelovanje  (Ostojić,  2004).  Sudbina  herbicida  nakon  primjene  u 
okolišu  uvjetovana  je  brojnim  čimbenicima  i  njihovom  kompleksnom 
interakcijom.  Čimbenici  se uobičajeno  razvrstavaju u  četiri  skupine:  fizikalno‐




(Sw),  konstanta  raspodjele  organska  faza  ‐  voda  (Kow)  i  konstanta  ionizacije 
(pKa). To su konstante odnosno koeficijenti koji upućuju na sposobnost vezanja 
herbicida  za  čestice  tla,  a  na  koje  utječu  vremenske  prilike  i  čovjekovo 
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Tlo kao činitelj perzistentnosti obuhvaća fizikalne čimbenike (sadržaj  i odnos 
mineralnih  čestica, sadržaj organske  tvari), kemijske  čimbenike  (pH, kapacitet 
za zamjenu  iona  i sadržaj minerala)  i mikrobiološke čimbenike (vrsta  i količina 
mikroorganizama). Tla koja imaju visok sadržaj organske tvari i gline zahtijevaju 
primjenu  viših  dozacija  herbicida  za  postizanje  zadovoljavajućeg  učinka  jer 
navedene komponente takvih tala imaju velik kapacitet za adsorpciju herbicida. 
U  takvim  tlima  rezidualni  učinak  herbicida  više  je  izražen  pa  su  i  veće 
mogućnosti oštećenja kultura u plodoredu (Ostojić, 2004). To potvrđuju Long i 
sur.  (2014),  koji  su  proučavali  razgradnju  s‐metolaklora  u  pet  tipova  tala, 
različitih po  sadržaju organske  tvari  i gline, pri  jednakoj  temperaturi  (25  °C)  i 
vlažnosti tla  (60 %). U tlu s najvećim sadržajem organske tvari  i gline, vrijeme 
potrebno  da  se  razgradi  pola  od  primijenjene  doze  s‐metolaklora  bilo  je 
dvostruko dulje u odnosu na tlo koje je sadržavalo najmanji udio organske tvari 
i glinenih čestica.              
Reakcija  tla  (pH  vrijednost)  kao  kemijsko  svojstvo  važan  je  čimbenik  koji 
utječe na ponašanje organskih  kemikalija  koje  ioniziraju. Utječe na biotičku  i 
abiotičku  razgradnju  ionskih  i  neionskih  spojeva  (Weber  i  sur.,  2000).  Tako 
primjerice, imidazolinoni su podložniji razgradnji i kraće perzistiraju u uvjetima 
visokih pH vrijednosti (alkalna tla), a u kiselim tlima molekule herbicida čvršće 
se  vežu  za  adsorpcijski  kompleks  tla  te  je  i  njihova  perzistentnost  izraženija 
(Loux i Reese, 1993).              
Mikroorganizmi  tla  imaju  najvažniju  ulogu  u  procesu  razgradnje  herbicida. 
Budući da njihov sastav i raspodjela znatno variraju s temperaturom i dubinom 
tla,  stupanj  mikrobiološke  razgradnje  može  se  razlikovati  u  površinskom  i 
potpovršinskom sloju tla  (Caracciolo  i sur., 2001). U dubljim slojevima tla broj 





(Ostojić,  2004).  Iz  navedenog  se  vidi  da  je  stupanj  kemijske  i mikrobiološke 
razgradnje herbicida u uskoj vezi s vremenskim prilikama,  i to u prvom redu s 
količinom  i  rasporedom  oborina  te  s  temperaturom  tla  i  zraka. Osim  vlage  i 
temperature,  znatan  utjecaj  na  perzistentnost  herbicida  podložnih 
fotorazgradnji (npr. pendimetalin, napropamid) ima i sunčeva svjetlost.  




mjere  mogu  smanjiti  populaciju  mikroorganizama,  usporiti  enzimatsku 
aktivnost, povećati  ili  smanjiti brojnost nekih grupa mikroorganizama  i na  taj 
način  neposredno  utjecati  na  procese mikrobiološke  degradacije.  Brojnost  i 
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aktivnost  mikroorganizama  znatno  se  povećava  u  tlima  koja  su  bogata 
organskom  tvari,  a  budući  da  obrada  tla  utječe  na  promjene  u  sadržaju 
organskog  ugljika,  najizraženija  enzimatska  aktivnost  utvrđena  je  u 





Biotest  u  širem  smislu  riječi  jest  određivanje  (predviđanje)  veličine  (snage) 
nekog  fizičkog,  kemijskog,  biološkog,  fiziološkog  ili  psihološkog  stimulansa,  s 
pomoću  reakcije koju on  izaziva na drugom živom  testnom organizmu  (Finny, 
1947).  Iako  u  prirodnim  znanostima  biotest  ima  puno  širu  definiciju,  za 
utvrđivanje ostataka herbicida u tlu, biotest obuhvaća niz metoda kojima se s 
pomoću  reakcije  osjetljive  (testne)  biljke  utvrđuju  eventualne  preostale 
količine prethodno primijenjenoga herbicida. Taj se test može provesti na dva 
načina, izravno u polju ili u stakleniku (laboratoriju) na uzorcima koji su uzeti iz 
polja  (Ostojić,  2004).  Bez  obzira  na  to  provodi  li  se  biotest  u  polju  ili  u 
kontroliranim  uvjetima  za  pouzdanost  rezultata,  vrlo  je  važno  odabrati 
odgovarajuću testnu biljku. Odabir testne biljke ponajprije ovisi o istraživanom 
herbicidu. Provodi  se  tako da  se potencijalna  testna biljka, a  radi  toga da  se 
dobije  krivulja  osjetljivosti,  tretira  serijom  rastućih  koncentracija  pojedinog 
herbicida (Santelmann, 1977). Krivulja osjetljivosti zapravo je odgovor biljke na 
različite  dozacije  herbicida,  a  odgovarajućom  se  smatra  ona  biljka  koja  na 
porast dozacije  reagira porastom osjetljivosti  (Santelmann  i  sur., 1971). Osim 
relativne osjetljivosti  (ne prejako  i ne  slabo) na dotični herbicid,  testna biljka 
mora  se  odlikovati  relativno  brzim  i  ujednačenim  nicanjem  te  ujednačenim 
rastom i brzom tvorbom organske mase (Sekutowski, 2011). Jednako tako, vrlo 
je  važno  da  reagira  jasnim,  lako  uočljivim  i mjerljivim  simptomima.  Kao  i  u 
drugim eksperimentima  i u biotestu  je važno da utvrđena reakcija biljke bude 
ponovljiva. Stoga se kao testne biljke uglavnom koriste kulturne biljke, koje u 
odnosu  na  korove  imaju  malu  genetsku  varijabilnost,  što  je  jedan  od 
preduvjeta  za  ponovljivost  reakcije  (Pestemer  i Gunther,  1993).  Za  pojedine 
kemijske  skupine  herbicida  utvrđene  su  odgovarajuće  testne  biljke,  koje 
sukladno  mehanizmu  djelovanja  pojedinog  herbicida,  iskazuju  tipične 
simptome  oštećenja.  Tako  Horowitz  (1976)  navodi  zob  kao  odgovarajuću 
testnu  biljku  za  herbicide  iz  kemijskih  skupina  triazini,  triazinoni  i 
triazolopirimidini.  Za  herbicide  koji  inhibiraju  djelovanje  enzima  acetolaktat 
sintaze  (sulfonilureja,  triazolopirimidini,  triazoloni)  kao pogodne  testne biljke 
utvrđene  su uljana  repica,  lucerna,  sirak  i  suncokret  (Hager  i Nordby, 2007). 
Kukuruz  je  utvrđen  kao  odgovarajuća  testna  biljka  za  sulfonilureja  herbicide 
(Groves  i Foster, 1985), a šećerna repa, osim za sulfonilureja (Nicholls  i Evans, 
1985)  i za herbicide  iz kemijske skupine  imidazolinoni (Hart  i sur., 1991). Osim 
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odabira  testne  biljke,  za  pravilnu  provedbu  biotesta  važno  je  odabrati  i 
parametar za procjenu osjetljivosti. Odluka o odgovarajućem parametru donosi 
se ovisno o nastalim vizualnim oštećenjima. Često uključuje utvrđivanje duljine 
korijena,  stabljike,  lista,  vaganje  svježe  i/ili  suhe  mase  biljaka.  Santelmann 
(1977) navodi da je svježa masa pouzdaniji mjerni parametar u odnosu na suhu 
masu biljaka. Naime, nekrotično  tkivo  ima  smanjenu  sposobnost  zadržavanja 
vode koja se očituje kao razlika u masi svježe mase osjetljivih i otpornih biljaka. 
Kad bi se promatranje provodilo samo kroz parametar suhe mase, spomenute 
razlike  ne  bi  došle  do  izražaja.  Mjerenja  u  biološkim  testovima  uključuju  i 
fiziološke  reakcije  biljaka.  Koja  će  se  reakcija  ocjenjivati  ovisi  o mehanizmu 
djelovanja  istraživanog herbicida, a može se odnositi na utvrđivanje potrošnje 
vode  (Witt  i  sur.,  1970),  apsorbanciju  izlučivoga  klorofila,  klijavost  sjemena 





Biotest  u  polju  provodi  se  da  bismo  bili  sigurni  da  se  na  parceli,  na  kojoj 
planiramo  sjetvu  ili  sadnju  određene  kulture,  ne  nalaze  preostale  količine 
prethodno  primijenjenog  herbicida  na  koji  je  ta  kultura  osjetljiva  (Lavy  i 
Santlemann,  1986).  U  jesen  ili  proljeće,  neposredno  prije  sjetve  ili  sadnje 
kulture, sije se testna biljka. Sije se u  jedan  ili više redova duž parcele,  i to na 
ona mjesta za koja se pretpostavlja da se na njima nalazi najveća koncentracija 
prethodno primijenjenog herbicida. Osim na  tretiranom dijelu parcele,  testna 
biljka  sije  se  i na netretiranom dijelu  zbog usporedbe eventualnih oštećenja. 
Biljke  se  uzgajaju  do  pojave  simptoma  nakon  čega  se  utvrđuje  reakcija, 
odnosno mjere  im  se  parametri.  U  slučaju  reakcije  testne  biljke  svakako  je 
uputno  odustati  od  sjetve  te  kulture  (Ostojić,  2004.)  Prema  Santelmannu 
(1977)  glavni  nedostatci  biotesta  u  polju  jesu  to  što  se  provodi  na  većim 
površinama te dulje trajanje u odnosu na biotestove u stakleniku (laboratoriju). 
Osim toga, budući da su biljke  izložene vanjskim uvjetima, vrlo  je važno da se 






Biotest  koji  se  provodi  u  stakleniku  (laboratoriju)  može  biti  kvalitativan  i 
kvantitativan (Ostojić, 2004). Provođenjem kvalitativnoga biotesta ne dobiva se 
odgovor  o  količini  rezidua  pojedinog    herbicida,  nego  se  samo  na  temelju 
reakcije  testne  biljke  utvrđuje  da  li  su  u  tlu  prisutni  ostatci  prethodno 
primijenjenog  herbicida.  U  provođenju  kvalitativnog  biotesta  u  stakleniku 
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sondom  na  više  pravilno  raspoređenih mjesta  po  polju.  Uzimaju  se  s  dvije 
dubine,  a  dubine  uzorkovanja  ovise  o  cilju  istraživanja. Najčešće  se  uzimaju 
uzorci  sa  0‐7,5  i  7,5‐15  cm  dubine.  Broj  potrebnih  uzoraka  ovisi  o  veličini 
parcele.  Za parcelu  veličine 1 ha uzima oko 5‐7 uzoraka,  a  za hektarski  veće 
parcele potreban  je manji broj uzoraka. Uzeti uzorci uprosječe se za svaki od 
uzorkovanih slojeva tla. Posebno se uprosječe uzorci uzeti na rubovima parcele 
i  na  mjestima  preklapanja  prohoda  prskalice.  Uprosječeni  uzorci  trebali  bi 
sadržavati 1‐2 kg  tla, da bi  se  tlom mogle napuniti uzgojne posude promjera 
oko 10 cm (Ostojić, 2004). Jako je važno da uzgojne posude ne sadrže otvor na 
dnu  da  se  ne  bi  herbicidi  isprali. Osim  s  tretiranog  dijela  parcele,  uzorci  se 
uzimaju i s netretiranoga dijela parcele koji će služiti kao kontrola. Uzeti uzorci 
ne  smiju  se  držati  u  toplim  prostorijama  dulje  od  dva  dana  jer  bi  u  takvim 
uvjetima  degradirali  herbicidi  (Martin  i  sur.,  1989).  Stoga  je  važno  pravilno 
pospremiti u  zamrzivač uzorke  s kojima  se ne planira odmah  raditi. Uzorke  s 
kojima odmah planiramo provesti biotest, ako su vlažni, potrebno  je prosušiti 
na sobnu  temperaturu  i usitniti  tako da grude promjerom odgovaraju veličini 
zrna graška (Ostojić, 2004). Nakon pravilne pripreme uzoraka tla, sije se testna 
biljka. Važno je naglasiti da se samo jedna biljna vrsta rabi kao testna biljka po 
pojedinom  pokusu.  U  svaku  uzgojnu  posudu  sije  se  10‐15  sjemenki  testne 
kulture. Uzorci tla s usijanim testnim biljkama navlaže se do poljskog kapaciteta 
za  vodu  i  stavljaju  u  staklenik  ili  komoru  u  kojima  se  biljke  razvijaju  u 
kontroliranim  uvjetima  duljine  dana  i  noći  (16h  /  8h),  temperature  (22  °C 
dnevna  /  18  °C  noćna)  i  intenziteta  svjetlosti  (300  μE/m2s)  (Jovanović‐
Radovanov,  2011).  Tijekom  tog  razdoblja  biljke  se  redovito  zalijevaju  da  bi 
odgovarajuća  vlažnost  tla  bila  stalna.  Nakon  10‐20  dana,  ovisno  o  tipu 
herbicida  i  količini  rezidua,  provodi  se mjerenje  odgovarajućih morfoloških  i 
fizioloških parametara (Ostojić, 2004).  
Za  razliku  od  kvalitativnoga  biotesta,  u  kvantitativnom  biotestu  poznate  su 
količine rezidua herbicida. Uzimaju se uzorci tla s netretirane površine. Uzorci 
se, ako  su vlažni, prosuše, usitne  i  ravnomjerno  rasporede u plastične kadice 
određenih  dimenzija.  Raspoređeni  uzorci  tretiraju  se  standardnom  serijom 
poznatih rastućih koncentracija herbicida. Odmah nakon aplikacije tlo se ručno 
izmiješa,  zatim  se  nekoliko minuta  stavlja  u  rotacijsku mješalicu  (Jovanović‐
Radovanov, 2011). Nakon homogenizacije uzorci se stavljaju u uzgojne posude i 
usijavaju  sjemenom  odabrane  testne  biljke.  Paralelno  s  tim  tretmanima 
pripremaju  se  i  kontrolni  tretmani  s  netretiranim  uzorcima  tla.  Za  svaku 
koncentraciju  provode  se  tri,  četiri  ponavljanja.  Nakon  sjetve  testne  biljke 
uzorci  se  zalijevaju  (do  poljskoga  kapaciteta)  i  stavljaju  u  staklenik  ili  klima 
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uvjetima. Djelovanje  herbicida  nakon  primjene  uvjetovano  je  velikim  brojem 
čimbenika i njihovom kompleksom interakcijom, pa se vrlo često događa da se 
fitotoksični  učinak  rezidua  herbicida  pojavi  i  kad  se  poštuju  ograničenja 
plodoreda. Stoga, da bi se navedeno neželjeno djelovanje izbjeglo preporučuje 
se provođenje metoda za analizu rezidua herbicida na svim površinama za koje 
se  sumnja  da  sadrže  ostatke  prethodno  primijenjenoga  herbicida.  Kemijske 
analize rezidua herbicida relativno su skupe pa  ih se često ne  isplati provoditi 
za  male  površine.  Za  tu  svrhu  puno  je  prihvatljivija  metoda  kvalitativnog 
biotesta. Test je relativno jeftin, jednostavno se provodi, a na osnovi dobivenih 








control  during  the  vegetation  season.  Despite  positive  sides,  residual 




and movement of active substances  from  the applied zone. Among  the most 
important  factors  are  physical  and  chemical  properties  of  herbicides, 
properties  of  soil  (content  and  the  type  of  soil  colloids,  pH  and  present 
population  of  microorganism)  and  weather  conditions  (temperature  and 
humidity). Those  factors have direct or  indirect affect on  the herbicides, but 
mostly  they  are  in  interaction.  If  there  is  a  suspicion  that  residue  of  some 
herbicides could damage next crop in the crop rotation, there are two ways to 
predict  that  danger,  chemical  analysis  and  bioassay  method.  Quantitative 
analysis  includes  chemical  methods  while  bioassay  presents  measuring  of 
biological  response of plants on used/applied herbicides. Main advantages of 
bioassay are simplicity of use, reproducibility and  low price. Besides that,  the 
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